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論　文　内　容　要　旨
【日的】 MMPに代表されるヒト由来タンパク質分解活性は唾液に含まれ象牙質う蝕や歯周炎の発症と進展
に関与するという報告がなされてきた｡しかし,酵素活性の測定法の問題から活性の変動やその活性化につい
て詳細に検討することは困難であった｡そこで特異性が高くかつ短時間で活性測定が可能な蛍光標識基質を用
い,唾液に含まれるタンパク質分解活性の性質について詳細に検討した｡
【方法】健康な成人男性10名(27. 1士1.5歳)から刺激唾液を採取し,蛍光標識基質を用いてゲラチナ-ゼ及
びコラゲナーゼ活性を測定した｡唾液中の酵素活性については, ①唾液遠心分画による,各分国中の酵素活性,
②37℃インキュベ-トによる経時的活性変化, ③EDTA添加による活性阻害, ④連続的唾液採取による辞素
活性変化を検討した｡さらに, ⑤唾液構成成分のインキュベ-トによる経時的変化をSDS-PAGEで解析し
た｡
【結果】採取した唾液中には,ゲラチナ-ゼ(I.21±0.52unit/ml),コラゲナーゼ(0.05±0.02unit/ml)の
どちらの活性も認められたが,ゲラチナ-ゼ活性が圧倒的に高かった｡分画した場合,ゲラチナ-ゼ活性は,
上清(0･35±0･14unit/ml)よりも,沈溶(2.49±1.28unit/ml)に多く含まれ　遠心分画をしない全唾液に
比べ,約2倍の活性を示した｡唾液中の酵素活性は37℃でインキュベ-トすると経時的に上昇し, 12時間後に
は採取直後の活性に比べゲラチナ-ゼ活性で約8.8倍,コラゲナーゼ活性で約5.2倍にまで達した｡しかし,逮
心分画した場合には同様の急激な上昇はみられず,ゲラチナ-ゼ活性において,沈睦での上昇は約1.6倍に留
まり,上清では約1 /5に減少した｡EDTAが存在するとゲラチナ-ゼ活性は約半分まで減少し,インキュベ-
トによる活性化もみられなかった｡また,連続的に唾液を採取すると活性は次第に減少し,活性化も減少する
傾向にあった｡インキュベ-トにより唾液中に含まれるアルブミン, α-アミラーゼ,シスタチンなど構成成
分が経時的に減少したが, EDTAを加えた場合,その変化は少なかった｡
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【考察】全唾液中にゲラチナ-ゼ及びコラゲナーゼ活性が存在するだけでなく,その多くが潜在的な活性とし
て存在していることが明らかになり,さらにその活性の約半分はEDTA感受性のMMP様活性であることが
推測された｡また,この活性により唾液自身に含まれるタンパク質であるアルブミン, α-アミラーゼ,シス
タチソなどの広範囲のタンパク質が分解されると考えられた｡これらの結果から,唾液が口腔内に停留すると
タンパク質分解酵素活性が高まり,組織破壊を惹起するだけでなく,唾液中の生体防御機能タンパク質が傷害
される可能性が示唆された｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
審　査　結　果　要　旨
唾液に含まれるヒト由来タンパグ質分解酵素活性と口腔内疾患,特に象牙質う蝕や歯周炎の発症･進展との
関連が報告されつつある｡しかしこれまで,酵素活性の測定法の問題から唾液中の酵素活性の詳細について検
討することは困難であった為,口腔内における酵素活性の変動やその活性化についての検討は十分ではなかっ
た｡本研究では,この状況を鑑み,近年開発された特異性が高くかつ短時間で活性測定が可能な蛍光標識基質
を用い,健常者の唾液に含まれるタンパク質分解活性について詳細に検討している｡
結果から,健康な成人男性の刺激唾液中には, MMP様のゲラチナ-ゼ及びコラゲナーゼ活性がどちらも認
められ唾液中には活性型として含まれる酵素の8倍以上の滞在型の酵素が存在すること,さらにこの滞在型
の酵素は唾液に含まれる成分により経時的に活性型へ変化することが明らかになった｡また,過去の多くの研
究では唾液を遠心分離し上清画分に含まれる酵素活性を対象に比較検討を行っていたが,今回の結果により上
清画分は全唾液の約30%の活性しか含まないことや,その後の活性増加が生じないことが明らかとなり,唾液
上清西分だけでは全唾液中の酵素活性の性質を知るためには不十分であることが示唆されている0
-万,唾液成分の経時変化についてSDS-PAGEを用いて検討を行っているが,今回の結果から唾液を37
℃でインキュベ-トすると唾液中に含まれる各種タンパク質成分が経時的に減少していくこと,そしてこの変
化が唾液中のMMP様のタンパク質分解酵素によるものであることが推測された｡これらの結果より唾液が
口腔内に停留するとタンパク貿分解酵素活性が高まり,組織破壊を惹起するだけでなく,唾液中の生体防御機
能タンパク質が傷害される可能性が示唆された｡
本論文は,プラーク中やう蝕病巣中に停留した唾液が,タンパク質から構成される生体組織の破壊･生体防
御タンパク質の分解に関与する可能性を持つことを示唆し,唾液中タンパク質分解酵素の役割や口腔疾患との
関連について,新たに情報を捷供するものであると考えられる｡さらに,本論文を通して開発された酵素活性
測定法は,唾液に含まれるタンパク質分解酵素の生化学的検討の進展に資するところが大きい｡
以上のことから,本論文は博士(歯学)の学位授与に相応しいものと認める｡
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